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Sissejuhatus

Tanapaeval on organokatalils ks edukamaid uurimisvaldkondi kaasaegses orgaanilises slinteesis
ning ravimite avastamise ja arendamise (ks vdtmetehnoloogiaid.»? Siinteetiliste kiraalsete
molekulide laialdane kasutamine enantiomeerselt puhaste ravimitena, elektroonilistes ja optilistes
seadmetes, uudsete omadustega poliimeeride komponentidena ja bioloogilise funktsiooni
sondidena on muutnud asiimmeetrilise katalitisi oluliseks uurimisvaldkonnaks.® Organokataliiiisis
saab eristada protsesse, mis hdlmavad kovalentse sideme moodustumist ning protsesse, mis
pdhinevad mittekovalentsetel interaktsioonidel.*

Lisaks eelnevalt mainitud mittekovalentsetele interaktsioonidele on organokatallilisis voetud
kasutusele ka halogeenside. Alates sellest, kui Bruckmanni teadusgrupp avastas halogeensideme
doonori katalldtilise aktiivsuse, on avatud uks organokatallilisi uue valdkonna arendamiseks ja
sellest ajast alates on (iha rohkem publikatsioone kasitlenud halogeensideme doonori katalttilisi
rakendusi.> Eelkdige on halogeensidemeid kasutatud imiinide aktiveerimiseks Mannichi ja asa-
Diels-Alderi reaktsioonides, haloalkaanide aktiveerimiseks halogeeni abstraktsioonireaktsioonides
ja karboniiliihendite aktiveerimiseks Dielsi-Alderi, Michaeli ja Nazarovi reaktsioonides.®

Peptiidid on looduses laialt levinud molekulid ja neil on mitmeid bioloogilisi toimeid, nagu
antimikroobne, antitrombootiline, opioidne ja antioksiidantne toime.” Peptiidid on biopolimeerid,
mis koosnevad aminohappejiikidest ja neid ithendab peptiidside.® Peptiidipdhised kataliisaatorid
on kujunenud katal(dtiliste reaktsioonide mitmekilgseks platvormiks. Mdned varasemad panused
andsid voimaluse uurida biomimeetilisi ideid, kuna minimaalseid peptiide voib vaadelda
keerulisemate, looduslikult esinevate enstilimide vdikese molekulmassiga imiteerijatena. Viimasel
ajal  on peptiidipbhised katallGsaatorid muutunud (ha populaarseks platvormiks
enantioselektiivsete katalutiliste reaktsioonide uurimiseks.®

Bruce Merrifieldi poolt kasutusele voetud peptiidisiinteesi tahkekandjal (solid phase peptiide
synthesis, SPPS), on dramaatiliselt muutnud peptiidide siinteesi strateegiat. Seda kasutades
lihtsustas ta lahusefaasi siinteesiga seotud tiilituid ja ndudlikke puhastamisetappe.® Fmoc SPPS on
tanapaeval domineeriv kasutusel olev meetod ning enamik siinteetilisi peptiide siinteesitakse selle
abil 1112

Kaesoleva bakalaureuse t66 eesmargiks oli siinteesida modifitseeritud dipeptiid katallisaator, mis
sisaldab halogeensideme-donoorset fragmenti.



1. Kirjanduse lilevaade

1.1 Asimmeetriline organokataltius

Tanapaeval on organokataltils ks edukamaid uurimisvaldkondi kaasaegses orgaanilises slinteesis
ja hélmab mitmeid klassikalisi katalGitilisi meetodeid.! Hiljutised arengud asiimmeetrilise kataltilisi
vallas viitavad lisaks vidljakujunenud ensiiimidele ja metallikompleksidele ka kolmandale
katallisaatori klassile ehk organokataliisaatoritele.2 Asiimmeetrilist orgaanilist siinteesi, kasutades
katalUsaatoritena metallivabu madala molekulmassiga orgaanilisi tGhendeid, kirjeldasid
esmakordselt kaks t66stusuuringute riihma 1971. aastal. Nad kasutasid proliini kui katallisaatorit
triketooni intramolekulaarses aldoolreaktsioonis.’® Organokataliiiitiliste meetoditega saab labi viia
erinevad asimmeetrilisi  sUsinik-ssinik ja susinik-heteroaatom sideme moodustamise
reaktsioone.’® Optimeeritud tingimustes ja looduslike v&i &sja vilja tdotatud kiraalsete
katalUsaatorite kasutamisel annavad need reaktsioonid vdga suure saagise ja peaaegu taieliku
enantiomeerse puhtuse.’® Uldiselt saab organokataliiiisis eristada protsesse, mis hdlmavad
kovalentsete sidemete moodustumist katallisaatori ja substraadi(de) vahel kataltttilise tstikli
jooksul, ja protsesse, mis pdhinevad mittekovalentsetel interaktsioonidel, nagu naiteks
vesiniksideme vb&i ioonipaaride moodustumine.* Kovalentse katallilisi korral moodustub
organokatallisaatori ja substraadi vahel kovalentne side, mis suurendab substraadi ja reagendi
vastastikmoju reaktsioonis. Substraadi ja katallisaatori vahelise mittekovalentse interaktsiooni

korral toimub substraadi aktiveerimine vesiniksidemete vdi ioonsete interaktsioonide kaudu.*

1.1.1 Enamiini kataltus

Enamiini katallilsist on saanud (ks enim kasutatavaid organokatallitilisi aktiveerimisviise. See
voimaldab enoliseeritavate aldehiilidide ja ketoonide enantioselektiivset a-funktsionaliseerimist
koos erinevate elektrofiilidega.'®> Enamiini kataliitisis karboniiilihend reageerib algselt primaarse
vOi sekundaarse amiiniga ning dehidraatimise teel tekib vastav enamiin. Enamiini kdrgeim hdivatud
molekulaarorbitaal (highest occupied molecular orbital, HOMO) on korgema energiaga kui
karboniiliihendi HOMO ja seetbttu saab see hdélpsamini interakteeruda elektrofiili madalaima
vaba molekulorbitaaliga (lowest unoccupied molecular orbital, LUMO) voi Uksiku hdivatud
molekulaarorbitaaliga (single occupied molecular orbital, SOMO). Enamiini katallilsi eeliseks on
kdGrge enantioselektiivsus, mida on voimalik saavutada kiraalsete amiinide kasutamisel
katalUsaatoritena. Enamiini katallisi eeliseks on kdrge enantioselektiivsus, mida on vdimalik
saavutada kiraalsete amiinide kasutamisel katallisaatoritena. Selles valdkonnas on enamus amiine
vdlja tootatud ja organokatallilisis edukalt kasutatud, andes termilistes ja fotokeemilistes

reaktsiooni tingimustes enantiorikastatud funktsionaliseeritud karboniiiiliihendeid.®
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Skeem 1. Kiraalse amiini kataliiiisitud karboniiiili a-funktsionaliseerimise mehhanism

1.1.2 Brgnstedi happed asimmetrilises organokataliitsis

Viimasel kiimnendil on Gha enam huvi dratanud mittekovalentse organokatallilisi kasutamine
elektrofiili aktiveerimiseks. See lahenemisviis tugineb tavaliselt Brgnstedi happekataliisaatoritele,
mis suurendavad elektrofiilsete molekulide reaktsioonivéimet, vahendades nende elektrontihedust
elektrofiilses tsentris. Katallitilise osakese, happelise vesinikuaatomi, dadarmiselt vaike ja labiilne
iseloom muudab enantioselektiivse Brgnstedi happekataliiiisi ainulaadselt mitmekiilgseks.'’
Kiraalne Brgnstedi hape, nagu kiraalne fosforhape, on hiljuti arenenud oluliseks asimmeetrilise
kataltilisi vahendiks.®® Kiraalsete fosforhapete poolt kataliiisitud asiimmeetriliste reaktsioonide
muljet avaldavat arvu saab osaliselt ratsionaliseerida fosforhapete bifunktsionaalse struktuuriga.
Algselt toimides Brgnstedi happena, protoneerib katallisaator (he substraadi molekuli,
suurendades selle elektrofiilsust. Prootonite llekandega kaasneb katallisaatori Lewise aluselise
omaduste suurenemine. See esile kerkiv aluselisus on omakorda seotud protoonsete nukleofiilide
aktiveerimisega. Sellise bifunktsionaalsuse tulemuseks on hasti organiseeritud ileminekuolekud ja

kdrge stereoselektiivsus.’

1.1.4 Vesiniksideme kataltus

Kiraalsete vesiniksideme (HB) doonorkatallisaatorite, nagu tiouuread ja skvaramiidid, abil teostatav

organokatallilis on viimastel aastatel kiiresti laienenud. Tanu sellele on véimalik siinteesida mitmeid
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korge stereoselektiivsusega kiraalseid Uhendeid. Seega vdimaldatakse lihtsast lahtematerjalist
keerukate molekulide kiire konstrueerimine, sageli kdrge funktsionaalriihma taluvusega.'® [UPAC
maaratles HB-d kui ,,atraktiivse interaktsiooni molekuli vesinikuaatomi véi molekuli fragmendi X-H,
milles X on elektronegatiivsem kui H, ja samas voi erinevas molekulis oleva aatomi véi aatomite
riithma vahel, mille kohta on tdendeid sidemete tekke kohta” .2° Kuna substraadi ja kataliisaatoriga
kovalentseid vahetihendeid ei moodustu, siis erinevalt enamiini/imiiniumi organokatal(iusist ei ole
reaktiivsete vaheiihendite eraldamine sageli vdimalik.? Vesiniksideme kataliilisi vdib m&aratleda
kui LUMO-d alandavat aktiveerimisviisi, jagades vesinikuaatomit substraadi (vesiniksideme
aktseptor) ja katallsaatori (vesiniksideme doonor) vahel. Vesiniksideme doonori katallilis toimib
mitmesugustes keemilistes reaktsioonides, sealhulgas karbonidlide, imiinide ja epoksiidide
aktiveerimisel nukleofiilse riinnaku suunas ning ileminekuolekute stabiliseerimisel Dielsi-Alderi ja
hetero-Dielsi-Alderi  tstkkelliitumistes, 1,3- dipolaarsetes tsikkelliitumistes,  Claiseni

Uimberasetustes ja Michaeli reaktsioonides.’®

1.2 Halogeenside

2013. aastal defineeris IUPAC halogeen sidet jargnevalt — tlilpiline halogeenside (XB) on tadhistatud
kui R—X:-Y, kus punktiirjoon tdhistab XB (Joonis 1.). R—X tervikuna on XB doonor ja X on
halogeenaatom, mis on kovalentselt seotud R-riihmaga ja mille elektrostaatilisel potentsiaalsel
pinnal on naha elektrofiilset piirkonda (Joonis 2. punane piirkond joodi aatomil). V3ib juhtuda, et X
on kovalentselt seotud rohkem kui tihe riihmaga, sellistel juhtudel véib halogeen moodustada ka
rohkem kui Ghe halogeensideme. Y on XB aktseptor ja vdib olla anioon v&i neutraalne Ghend, millel

on viahemalt tiks nukleofiilne piirkond, nt tiksiku elektronpaari omav heteroaatom vai n-siisteem 2

@ H—oeo@s

R =C, halogeen, N, ...
X=1,Br,Cl,F

Joonis 1. Halogeensideme moodustumine *

Halogeensideme doonor sisaldab joodi, broomi ja monikord ka kloori, mis on tavaliselt seotud
elektronakseptoorse riithmaga. Kolm paari jagamata elektrone halogeeni aatomil X moodustavad
selle keskpiirkonna imber negatiivse elektrostaatilise potentsiaaliga v606 (Joonis 2. sinine piirkond
joodi aatomil), jattes positiivse "o-augu" selle pinna valimisele osale, mis on tsentreeritud imber R-
X kujutatava telje (Joonis 2. punane piirkond joodi aatomil). See o-auk vdib soodsalt interakteeruda
teiste molekulide negatiivsete saitidega, moodustades halogeensideme.??



o-auk

Joonis 2. CFsl elektrostaatiline potentsiaal **

XB on rohkem sirgjoonelise orientatsiooniga interaktsioon, kui vesinikside. See eripara tuleneb o-
augu asukohast halogeenaatomi pinnal. Nii teoreetilised kui ka eksperimentaalsed uuringud on
naidanud, et monovalentse halogeeniaatomi korral on efektiivne aatomi raadius piki pikendatud
R-X sideme telge (R = C, N, halogeeniaatom jne) on vaiksem kui selle teljega risti. Mis puudutab
interaktsiooni suunda XB aktseptori saidilt, siis on huvitav markida, et kui interaktsioon hélmab
heteroaatomeid Y, millel on elektronpaarid, on XB eelistatavalt piki Y-l annetatud elektronpaari
telge.?!

Halogeeni o-auk kipub muutuma suuremaks ja positiivsemaks halogeeni CI<Br<I suuruse kasvades.
Viikseim halogeen, fluor, moodustab o-augu ainult vaga erilistel juhtudel, naiteks fluorimolekulis
(F2).2 XB doonori vdime sideme moodustamiseks kahaneb vastavas jarjekorras | > Br > Cl > F. Seda
jarjestust saab seletada vastavate o-aukude positiivse iseloomuga, mis suureneb halogeeni aatomi
polariseeritavusega ja vdheneb elektronegatiivsusega. Uhendi XB doonorivdimet saab hdlpsasti
modifitseerida, valides doonorikohaks k&ige mugavama halogeeni aatomi. Usna suurt hulka
interaktsioonienergiaid saab hdlmata (he aatomi muutusega XB doonoris, nimelt muutes
joodiaatomi broomi- vdi klooriaatomiks. XB tugevust saab muuta ka mis tahes koostise voi
struktuurse modifikatsiooniga, mis modjutab antud halogeeniaatomiga kovalentselt seotud

aatomi(te) vdi fragmentide elektronaktseptoorset vdimet.?!
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XB akseptor

\N/

XB doonor

| | | | | | | |
F F Ft i :F F F- i Ft i F F F< t
F F F F F F F

F F F F

N---I kaugus
Skeem 2. Fluoriaatomite moju halogeensideme pikkusele. Mida viiksem on kaugus N ja | vahel seda
tugevam on halogeenside®

2008. aastal moistsid Bruckmann ja teised, et XB-d saab kasutada ka kataliitilisel eesmargil. See
avas ukse organokataliilisi uue valdkonna arendamiseks ja sellest ajast alates on (iha rohkem
publikatsioone kéasitlenud XB-de kataltiltilisi rakendusi.> Orgaanilises sunteesis on Jood(lll)
derivaadid kasulikud reaktiivid, naiteks funktsionaalriihmade oksilideerimiseks voi elektrofiilsete
asendajate Ulekandmiseks.?* Uks ndide halogeensidemest orgaanilises siinteesis on
enantioselektiivne jodolaktoniseerimise reaktsioon, kus aktiveeriti joodkloriidi ja N-kloroftaalimiidi
reagendi segu katallutiliselt kiraalse fosforhappe derivaadiga, mis oli Lewise alusena antud
reaktsioonis (skeem 3). Joodkloriidi kooperatiivses aktiveerimises osales kaks halogeensidemega
seotud interaktsiooni. Viimase joodiaatom toimib halogeensideme doonorina fosforhappe
derivaadi suhtes, samas kui selle klooriaatom toimib Lewise alusena halogeensideme doonori N-
kloroftaalimiidi suunas. See reaktsioon andis saagise 63% kuni 99% ja ee 2% kuni 94%.
Organokataltitisis on halogeensideme suurt sirgjoonelist orientatsiooni kasutatud ka substraatide
ratsionaalseks orienteerimiseks ruumis, et jargnev reaktsioon oleks vdimalik vdi vahemalt
hdlbustatud.?
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Skeem 3. Enantioselektiivne jodolaktoniseerimis reaktsioon, milles esineb liihiajaline halogeenside.?®

1.3 Oligopeptiidid ja nende rakendus asimmeetrilises organokatallsis

Peptiidid on biopoliimeerid, mis koosnevad aminohappejddkidest ja neid ihendab peptiidside.
Oligopeptiidid on peptiidid, kus aminohappejadkide arv peptiidis jadb alla 15.2 Peptiidid on
muutunud Uha populaarsemaks asimmeetriliste katallisaatoritena mitmesuguste reaktsioonide
jaoks.?® Peptiidid vdivad kataliilisida aldoolreaktsioone, epoksiidatsiooni reaktsioone, atsiiili
tilekande reaktsioone, konjugeeritud liitumis reaktsioone, tsiikkelliitumis reaktsioone jt.?’ Peptiidid,
mis koosnevad samadest ehitusplokkidest nagu ensiilimid, véivad luua kiraalse sidumiskeskkonna,
milles doonor aktiveeritakse ja reageerib sissetuleva aktseptoriga nii, et tulemuseks vdivad olla
enantiomeerselt rikastatud produktid.?® Siinteetilised peptiidid kui olulised kunstlikud ensiiiimid on
atraktiivsed, kuna struktuurilisi modifikatsioone on lihtne teha ja labi selle katallsaatori katal(itilisi
omadusi peenhiilestada.?®
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Viimastel aastatel on muutunud Uha populaarsemaks sekundaarsete amiinide, nagu proliini,
kasutamine aldooli ja aldooli tulpi reaktsioonide katalllsimiseks. Asimmeetriline
aldoolreaktsioon, millega saab moodustada uusi C-C sidemeid ja tekitada kiraalseid molekule, on
orgaanilises slinteesis ks votmereaktsioonidest, millel on markimisvaarne bioloogiline ja
prebioloogiline tihtsus.? Paljude substraatide puhul saavutatakse hea enantioselektiivsus kuid
sageli on vaja kasutada suurtes kogustes katallisaatorit, et teha tasa katallisaatori madal aktiivsus.
Nii vaikeste katallisaatorite nagu proliini puhul vdib olla raske valtida madalat reaktsioonivéimet,
kuna struktuursete modifikatsioonide jaoks on suhteliselt vahe vdimalusi. Peptiidid, vastupidiselt
amiinidele, pakuvad palju funktsionaalse ja struktuurilise mitmekesisusega asukohti, mida saab
kasutada optimeeritud katallisaatorite genereerimiseks. Seega vdivad peptiidid olla ideaalne
kompromiss viikeste jdikade organokataliisaatorite ja ensiiiimide vahel.3® Teadlased on
aslimmeetrilises aldoolreaktsioonis keskendunud peamiselt kahele peptiidi klassile. Esimene neist
on peptiidid, millel on proliin N-terminuses ja teise klassi alla kuuluvad peptiidid, millel on N-
terminuses primaarne aminohape. Viimane on rohkem huvipakkauvam, kuna N-terminaalne
primaarne amiin on looduslike aldolaaside aktiivtsenris kataliitiline funktsionaalriihm.?®

Kuid samas Wennermersi grupi poolt siinteesitud H-D-Pro-Pro-Asp-NH; oligopeptiide ning selle
analooge saab efektiivselt kasutada asimmeetrilistes konjugeeritud liitumisreaktsioonides
peamiselt aldehildide ja nitroolefiinide vahel. Nendes reaktsioonides annab H-D-Pro-Pro-Asp-NH;
hea saagise ja enantiomeerse liia.? Peptiidi H-D-Pro-Pro-Asn-NH, saab kasutada ka kataliisaatorina
aldehiidide stereoselektiivsetele 1,4-liitumisreaktsioonidele kaitsmata maleimiididega (Skeem 4.).
Katallisaatori ja maleimiidi vaheline vesinikside on votmetahtsusega ebaproduktiivsete
korvalreaktsioonide valtimiseks ja stisteemi suunamiseks soovitud C-C sideme moodustumiseks.
Saadud suktsiinimiide saab hdlpsasti muundada teisteks slinteetiliselt kasulikeks Ghenditeks, nagu
purrolidiinid, laktaamid ja laktoonid.3!

5 mol% N
N NH,

o O\§ 0 NH,
0
H NH - TFA o
H + o=N_o _
\V\:\f/ NMM (5 mol%)

CHCly/'PrOH 9:1, 23 °C, 48 h

Kuni 93% saagis
Kuni 98% ee

Skeem 4. H-D-Pro-Pro-Asn-NH: kataliiiisitud reaktsioon aldehiiiidi ja maleimiidi vahel

1.4 Peptiidslintees tahkel kandjal
Praegu hdlmab peptiidide slintees suurt hulka tehnikaid ja protseduure, mis vdimaldavad
valmistada Uhendeid alates vaikestest peptiididest kuni suurte valkudeni. Bruce Merrifieldi

teedrajav t606, kes vottis kasutusele peptiidistinteesi tahkelkandjal (solid phase peptiide synthesis,
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SPPS), muutis dramaatiliselt peptiidide slinteesi strateegiat ja lihtsustas lahusefaasi slinteesiga
seotud tiltuid ja ndudlikke puhastamisetappe. Kuna peptiidide slintees h6lmab arvukalt korduvaid
etappe, on tahke kandja kasutamisel ilmsed eelised. Sellise stisteemi korral vGib reaktiivide suur liig
kdrges kontsentratsioonis viia reaktsioonid |8puni. Liigsed reaktiivid ja kdrvalsaadused saab
eraldada kasvavast ja lahustumatust peptiidist lihtsalt filtreerimise ja pesemise teel ning koik
siinteesietapid saab l4bi viia samas anumas ilma aine iilekandmisteta.®

1 min kaitsva rithma eemaldamine

2 min aminohappe jaagi sidumine o H Rn
1 min pesu N
- X NH,
30 min peptiidi eraldamine tahkelt kandjalt R1 o) -

Skeem 5. Kérge efektiivsusega SPPS

Fmoc-keemia on domineeriv kasutusel olev meetod, millel on aluslabiilne a-amino Fmoc kaitsev
riihm koos happelabiilse kdrvalahela kaitsva riihmaga ja peptiid-tahkekandja linker.!? Enamik
slinteetilisi peptiide valmistatakse niiid Fmoc SPPS abil. Klassikalist Boc SPPS-i kasutatakse niilid
Uldiselt ainult spetsiifilistes olukordades. Esialgu tulenes Fmoc-keemia edu sellest, et
mittekeemikud votsid selle kiiresti kasutusele, kuna bioloogid mdistsid, et nad suudavad odavate
masinate abil kiiresti valmistada antikehade tootmiseks sobivaid peptiide ja valtida veevaba
vesinikfluoriidi kasutamist. Fmoc SPPS-i on lihtne automatiseerida, kuna stinteetilistes tstklites ei
ole vaja s6ovitavat TFA-d ja kuna kaitse eemaldamine vabastab tugevate UV-neeldumisomadustega
fluoreenriihma, mida saab kastutada kui indikaatorina, andes aimu siinteesi nnestumisest.*?

OMe NH, OMe NH,
MeO O/O MeO O/O 0 o@
Rink linker Pal linker Sieber linker
X OMe O
HO
HO/\©\ /\©\ H Cl O .
Q o Q "
(0]
X = H, Wang linker HMPB linker X =H, TritGdlkloriid linker
X = OMe, Sasin linker X = Cl, 2-CI-Trt kloriid linker

(Q -tahkekandja

Skeem 6. Sagedaselt kasutatud linkerid tahketel kandjate/'°

Kuigi SPPS on peptiidide tootmiseks oluline, siis on sellel ka omad probleemid. Protsessi muudab
keeruliseks peptiidide agregeerumine, mis arvatakse parinevat peamiselt molekulide vahelistest
vesiniksidemetest. See muudab ahela reaktiivse otsa kattesaamatuks, muutes seeldbi
deblokeerimis voi atsiillimis etapid keerulisemaks. Lisaks voivad steerilised takistused alandada
reaktsioonikiirust, kui terminaalne amiin on sekundaarne (st proliin, N-asendatud aminohapped)
voi kui esinevad mahukad kaitserihmad kdrvalahelal. Mittetéielik reaktsioon siinteesis, mis tahes
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etapis viib kasutuskdlbmatu jarjestuseni, mida vdib olla darmiselt raske soovitud sihtjarjestusest
eraldada. Samal ajal voib varem kasutatud peptiidreaktiivide mittetaielik eemaldamine pdhjustada
saasteid, nagu asendused ja lisa jarjestusi, osaledes soovimatult jargmises slinteesi etapides. Selle
tulemusel viiakse SPPS tavaliselt labi pikkade reaktsiooniaegade, suure reaktiivide liiaga ja paljude
korduvate pesemisetappidega iga etapi vahel.l! Siinteesides suuri peptiide, kdrvalreaktsioonid
v&ivad takistada dldist siinteesi, mille tulemuseks on saagise ja/voi kvaliteedi langus. Aspartimiidi
moodustumine on Fmoc-pdhise SPPS-i peamine probleem. Aspartimiid moodustub
asparagiinhapet sisaldavatel peptiididel, millal Fmoc eemaldatakse piperidiiniga. Aspartimiidi tekke
pohjuseks on amiidi lammastiku atakk aspartaadi kdrvalahela karbonudlriihmale, siis kui antud
aminohape kdrvalahel on kaitstud tert-butlil estrina. Aspartimiidi moodustumise kalduvus séltub
peamiselt aspartaadi karboksiillriihma naaberjaégist.3?
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2. Too eesmark

XB-donoorsed katallisaatorid ja peptiidid on ndidanud efektiivseid tulemusi asiimmeetrilises
organokataliilisis, andes kdrget saagist ja enantiomeerset liiga.>?*® Seega kiesoleva
bakalaureuset6o eesmargiks oli siinteesida modifitseeritud dipeptiid katallisaator, mis sisaldaks
halogeensideme-donoorset fragmenti. Katallisaatori slinteesi lihtsustamiseks ja kiirendamiseks
slinteesiti see tahkel kandjal.
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3. Tulemused ja arutelu

Antud t006s otsustati kasutada katallisaatori slinteesiks SPPS meetodit. SPPS-i kasuks otsustati, sest
vdiksele skaalal on selle meetodiga lihtne ja kiire stinteesida peptiide. Katallisaatori valmistamiseks
jargiti Wennemers et al. siinteesi eeskirja.>!

3.1 Aminohappe lisamine tahkekandjale

0 & ®
H cl 1. Pr,EtN, dest. DCM cl
.IPr,EtN, .
oo+ o~ )@ ‘ o )Q
z 2. 20% piperidiin DMF-is
PR O H,N 0 ‘
1

2

Skeem 7. Valiini lisamine tahkekandjaele

Selles t60s kasutati katallisaatori slinteesiks 2-ClI-Trt kloriid tahkekandjat 2. 2-CI-Trt kloriidi kasuks
otsustati, sest sellega saab kiirelt lisada esimese aminohappe tahkekandjale, nii et ei toimuks
aminohappe ratsemiseerumist. 2-CI-Trt kloriid valtib diketopiperasiini moodustumist, tdnu oma
suuremahulisele struktuurile. Lisaks saab slinteesitud peptiidi eemaldada tahkekandjalt norgalt
happelistes tingimustes, mdjutamata kdrvalahela kaitsvaid riihmi.3® Esimese asjana oli vaja
tahkekandjat destilleeritud DCM-is loksutada, et see DCM-iga immutatud oleks. DCM peab olema
eelnevalt destilleeritud, et tahkekandja linker ei reageeriks veega. Esimese monokaitstud
aminohappena lisati tahkele kandjale Fmoc-L-valiin 1. Alusena kasutati tertsiaarset amiini 'PrEtN,
mis votab aminohappelt prootoni, muutes selle heaks nukleofiiliks (Skeem 8. a, b). Lahuses olles
vOib kloor lahkuda trittitili linkerilt, mille jarel tekib karbokatioon. Nukleofiilne aminohape atakeerib
karbokatiooni ning tekib esterside (Skeem 8. c, d).3* Peale reaktsiooni I8ppu pesti tahkekandjat
filtrimise teel.
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Skeem 8. Aminohappe tahkekandjale lisamise mehhanism, kus R on valiini kérvalahel’

Seejarel eemaldati Fmoc kaitsevriihm piperidiini DMF-i lahusega. Fmoc-i eemaldamine toimub
kaheetapilise mehhanismi kaudu: happelise prootoni eemaldamine fluoreeni tstikli sisteemi 9.
positsioonist piperidiiniga ja sellele jargnev B-eliminatsioon, mis annab vaga reaktiivse
dibensofulveeni vahelihendi, mis plitakse piperidiini poolt kinni, moodustades stabiilsed Gihendid
(Skeem 9.). Peale reaktsiooni ja pesu kontrolliti OKK-ga kas Fmoc-i eemaldamine oli edukas. Selleks
vOeti reaktorist paar klibekest tahkekandjat ja t66deldi seda TFA-ga, et L-valiin tahkekandjalt
eemaldada. UV valguse all midagi OKK plaadil ei neelanud, vihjades Fmoci mitte olemasolule. Plaadi
ilmutamisel ninhidriiniga ja kuumutamisel vdike osa plaadi piirkonnast muutus punaseks, mis on
tGestuseks vaba amino riihma olemasolule. Lisaks voeti reaktorist proov (50 mg), millel aminohape
eemaldati tahkekandjalt TFA-ga, et teha 'H TMR analiilis. TMR analiiiisis oli ndha ainult valiinile
iseloomulike piike (Lisa 1.). TMR anallils tehti peale Fmoc-i eemaldamist, sest Fmoc-ga proovid
andsid tundmatuid lisa piike, mis annavad vale ettekujutuse, et uuritav proov esineb koos
lisanditega, kuid tegelikkuses vdivad Fmoc-ga esineda rotameerid, mis annavad lisa piike. Kahe
erineva anallilsi pohjal sai jareldada, et valiin sai edukalt tahkelekandjale kantud ja Fmoc
aminohapelt eemaldatud. Paraku kvantitatiivselt ei suudetud maarata valiini seondumist
tahkekandjale, sest kaalutis oli rohkem kui teoreetiliselt vdlja arvutatud. P&hjuseks oli TFA
olemasolule proovis.
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Skeem 9. Piperidiiniga Fmoc-i eemaldamise mehhanism, kus R on valiini k&rvalahel’

3.2 Teise aminohappe lisamine tahkekandjale

O moc . ! cl I

a NH 1. HATU, 'Pr,EtN, DMF o O )

° O D+ N = 0

2. 20% piperidiin DMF-is

wN O ‘ OH
3 4 ’/4< > 5

Skeem 10. Fendiiiilalaniini lisamine tahkekandjale

Teise monokaitstud aminohappena lisati Fmoc-L-feniiilalaniin 4. Aminohappe aktiveerimiseks
kasutati HATU-t ja 'Pr,EtN-i. Aminohappe Fmoc-L-Phe aktiveerimise esimeses etapis deprotoneerib
iPr,EtN aminohappe karboksiiilhape (Skeem 11. a). Tekkinud karboksiilaadi anioon atakeerib
HATU-d, moodustades ebastabiilse O-atsiil(tetrametiil)isurooniumsoola (Skeem 11. ¢, d). OAt
anioon riindab kiiresti isourooniumsoola, andes OAt-aktiivse estri ja vabastades stohhiomeetrilise
koguse tetrametiitluureat (Skeem 11. d, e). Nukleofiili, nditeks amiini lisamine OAt-aktiivsele estrile
moodustub peptiidside (Skeem 11. f-i). Reaktsiooni I&ppedes pesti tahkekandjat ja tehti OKK, et
kontrollida reaksiooni edukust. OKK plaadil oli UV valguses ndha varju, mis viitas Fmoc riihma
sisaldava dipeptiidi olemasolule. Seejirel eemaldati Fmoc piperidiini DMF-i lahusega ja tehti OKK
analiiis, et veenduda Fmoc-i eemaldamises. Ninhldriini ilmutamisega ja kuumutamisega varvus
vdike piirkond punaseks, mis viitas Fmoc-ist vabastatud dipeptiidi olemasolule. Reaktorist vdeti
proov (50 mg), millel dipeptiid eemaldati tahkekandjalt 2% TFA DCM-i lahusega, et teha TMR
analiiiis. TMR H oli ndha Phe-Val-ni iseloomulike piike (Lisa 2.).
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Skeem 11. Peptiidile Fmoc kaitstud aminohappe lisamise mehhanism kasutades HATU-t ja 'PraEtN-i, kus R:
on feniiiilalaniini ja Rz valiini kérvalahelad’

3.3 Dipeptiidile XB-doonori lisamine ja katallsaatori eemaldamine
tahkekandjalt

® o
cl F O ‘§_<
400

OH 1. HATU, 'Pr,EtN, DMF

0

‘€_< F | }NH o

2 NH O ' i N

} O F | 2.2%TFADCM-s 3@
6 FOF 7

5

Skeem 12. XB-doonori lisamine ja kataliisaatori eemaldamine tahkekandjalt
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XB-donoorseks fragmendiks valiti F4IBA 6, sest see on olnud vaga efektiivne XB doonor

organokataliilisis.®3>3¢

XB doonori aktiveerimiseks ja lisamiseks dipeptiidile kasutati HATU-t ja
iPr,EtN-i. Selle mehhanism on sama, mis on Skeem 11. vilja toodud. Peale reaktsiooni I8ppu pesti
tahkekandjat filtreerimisel ning seejarel eemaldati katallisaator 7 tahkekandjalt 2% TFA DCM-i
lahusega. Saadud segust, mis sisaldas soovitud katallsaatorit 7, konsentreeriti
vaakumrotatsioonaurustil. OKK analiiiisis oli nidha lisaks kataliisaatorile 7 kordades apolaarsemat ja
UV neelduvat tundmatut Ghendit, mille paritolu vdib olla tahkekandja poliimeeri lagunemisest.
Esialgu prooviti katallisaatorit puhastada sadestamise teel, nagu Wennermersi teadusgrupp on
oma tripeptiididega teinud.?! Kataliisaator 7 lahustati minimaalselt MeOH-s ning lisati PE, aga
katallisaator 7 ei sadenenud valja lahusest. MeOH ja PE eemaldati vaakumrotatsioonaurustil. Teisel
korral prooviti katallisaatorit 7 puhastada automaat kolonnkromatograafias. Kuna katallisaator 7 ei
lahustunud sobiliku eluentsiisteemi lahuses, siis lahustati soovitud produkt MeOH-s, lisati 1 g
silikageeli ning seejarel eemaldati MeOH vaakumrotatsioonaurustil. Alles jaanud silikageeli ja
katalUsaatori segu kanti Ule kolonni ning teostati kolonnkromatograafia puhastamis protsessi.
KatalUsaatorit 7  sisaldavad fraktsioonid koguti kokku ja solvendid eemaldati
vaakumrotatsioonaurustil. Tulemuseks saadi 158 mg valget tahket.
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4. Eksperimentaalne osa

Ohukese kihi kromatograafia (OKK) analiiiisimiseks kasutati Mercki silikageeli plaate 60 Fasa.
Automaatne kolonnkromatograafia teostati kasutades Kieselgel silikageeli (0,04-0,063 mm). TMR
1H, 13C ja 1F spektrid m&ddeti deuteeritud metanoolis Brucker Avance |11 400 MHz spektromeetriga
ja tolgendati kasutades MestReNova programmi, MeOD solvendi piiki 6=3,31/49,0 kasutati
keemiliste nihete referentsina. Kommertsiaalseid reagente kasutati ilma taiendava puhastamiseta.
Uhe niiskustundliku reaktsiooni puhul destilleeriti DCM P,0s-It.

4.1 Fmoc-L-Val lisamine tahkelekandjale ja Fmoc-i eemaldamine

0 & ®
H cl 1.'Pr,EtN, dest. DCM d
. 'PryEtN, .
Fmoc/N\;)J\OH + O ® 0 O ®
z 2. 20% piperidiin DMF-is
PN O H2N (6] O
1
3

2

2-CI-Trt kloriidi tahkekandjat 2 (563 mg, 0,6 mmol, 1,082 mmol/g) loksutati destilleeritud DCM-is
(10 ml) 30 minutit. Fmoc-L-Val 1 (637 mg, 1,8 mmol) lahustati destilleeritud DCM-is (7,2 ml) ja lisati
PrEtN-i (612 ul, 3,6 mmol). Destilleeritud DCM filtreeriti reaktorist vilja. Reaktorisse lisati
aktiveeritud Fmoc-L-Val 1 lahuse segu. Reaktorit loksutati 90 minutit. Lahus eemaldati reaktorist.
Tahkekandjat pesti 3 DCM, MeOH, 'Pr,EtN seguga (5 x 6 ml, 17:2:1), DCM-ga (5 x 6 ml), DMF-ga (5
x 6 ml), EtOAc-ga (3 x 10 ml) ja DCM-ga (5 x 6 ml). Reaktsiooni tulemust kontrolliti OKK-ga (5%
MeOH, 94% DCM ja 1% HCOOH). Fmoc-i eemaldamiseks lisati 20% piperidiini lahust DMF-is (11 ml).
Parast 10 minutit reaktori loksutamist lahus eemaldati filtreerimis teel. Fmoc-i eemaldamis
protseduuri korrati teist korda. Produkti 3 pesti DMF-ga (3 x 6 ml) ja DCM-ga (3 x 6 ml). Fmoc-i
eemaldamise tulemust kontrolliti OKK-ga (5% MeOH, 94% DCM ja 1% HCOOH) ja ‘H TMR
anallisiga.

Lisa 1. *H TMR spekter

4.2 Fmoc- Phe lisamine ja Fmoc-i eemaldamine

cl T NH 1. HATU, 'Pr,EtN, DMF “
| o OQ
0
o— )P+ Lo Oﬂ
2. 20% piperidiin DMF-is NH O
HN O O OH }

H,N o
3 4 4< > 5
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HATU (685 mg, 1,8 mmol) ja Fmoc-Phe 4 (702 mg, 1,8 mmol) lahustati DMF-is (12 ml) ja lisati
iProEtN-i (612 ul, 3,6 mmol). Lahus lisati peptiidiga tahkekandjat 3 sisaldavasse reaktorisse ja
loksutati 120 minutit. Lahus eemaldati reaktorist filtrimisel. Produkti 5 pesti DMF-ga (3 x 6 ml) ja
DCM-ga (5 x 6 ml). Reaktsiooni tulemust kontrolliti OKK-ga (5% MeOH, 94% DCM ja 1% HCOOH).
Fmoc-i eemaldamiseks lisati 20% piperidiini lahust DMF-is (11 ml). Parast 10 minutit reaktori
loksutamist lahus eemaldati filtreerimis teel. Fmoc-i eemaldamis protseduuri korrati teist korda.
Produkti 5 pesti DMF-ga (3 x 6 ml) ja DCM-ga (3 x 6 ml). Fmoc-i eemaldamise tulemust kontrolliti
OKK-ga (10% MeOH, 89% DCM ja 1% HCOOH) ja *H TMR analiilisiga.

Lisa 2. 'H TMR spekter

4.3 XB-doonori lisamine ja didpeptiidi mahavétmine tahkekandjalt

O ‘§_<OH
cl F 0 0
)
+

OH 1. HATU, PPr,EtN, DMF

oo }NH 0
HN—

_>—NH 0 F | 2.2%TFADCM-s ¢ "/AQ
FF 7

HATU (303 mg, 0,81mmol) ja F41BA 6 (257 mg, 0,81 mmol) lahustati DMF-is (5,4 ml) ja 'Pr,EtN-is (276
ul, 1,62 mmol). Lahus lisati dipeptiidiga tahkekandjat 5 (336 mg) sisaldavasse reaktorisse ja loksutati
120 minutit. Lahus eemaldati reaktorist ja produkti 7 pesti DMF-ga (3 x 5 ml) ja DCM-ga (5 x 5 ml).
Valmis katallisaatori 7 eemaldamiseks tahkelt kandjalt valmistati 2% TFA lahust DCM-is (13,5 ml).
2% TFA (9 ml) lahust lisati reaktorisse ja loksutati 30 minutit, lahus koguti kolbi ja sama korrati veel

2% TFA (4,5 ml) lahusega. Solvendid eemaldati vaakumrotatsioonaurustil. Katallisaator 7 puhastati
kolonnkromatograafiliselt (MeOH DCM-s 3->4%). Tulemuseks saadi 158 mg valget tahket.

HRMS (ESI): m/z [M+H]" arvutatud Ca1H20F4IN,O4: 567.0398; mdddetud: 567.0394
Lisa 3. 'H TMR spekter
Lisa 4. 13C TMR spekter
Lisa 5. °F TMR spekter
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Kokkuvote

Organokataliilis ehk vaikeste orgaaniliste molekulide kasutamine orgaaniliste reaktsioonide
katalliisimiseks on suhteliselt uus ja populaarne valdkond kiraalsete molekulide voi
enantioselektiivse siinteesi valdkonnas.?” Tanapdeval ulatub organokataliiiis keerukate
molekulaarsiisteemide loomisest selle tehnilistes slinteesiprotsessides kaasamiseni, seda eriti
keskkonnasébralike tehnikate osas.!* Halogeensideme (XB) kasutus kataliiitilisel eesmérgil on
avanud ukse organokatallilisi uue valdkonna arendamiseks ja (ha rohkem publikatsioone
kasitlenud XB-de kataltilitilisi rakendusi.® Aastakiimned pirast aminohappe esmakordset
kasutamist katallisaatorina on aminohapetest ja lihtsatest peptiididest saanud asiimmeetriliste
katalUsaatorite oluline alamhulk. Tanapaeval kasutatakse aminohappeid ja erinevate pikkustega
peptiide asimmeetriliste katallisaatoritena. Tulevikus siinteesitakse kahtlemata katallisaatoreid,
mis sisaldavad laiemat valikut nii looduslikke kui ka mittelooduslikke aminohappeid. Edusammud
stabiilsete sekundaarsete ja tertsiaarsete struktuuridega peptiidide kujundamisel vdetakse
kasutusele uute asiimmeetriliste keskkondadena reaktiivse funktsionaalsuse jaoks.?’
Peptiidisiintees tahkel kindjal (SPPS) on osutunud hindamatuks mitmesuguste looduslike ja
modifitseeritud peptiidi jarjestuste edukaks konstrueerimiseks.!! Enamiku siinteetilisi peptiide
valmistatakse tdnapdeval Fmoc SPPS-ga. Fmoc SPPS on vaga laialdaselt kasutatav ja tdhus, kuid
sellel on veel pikk tee oma téieliku potentsiaali saavutamiseni.?

Kaesolevas t60s slinteesiti XB-doonorset fragmenti sisaldav modifitseeritud dipeptiid, sest sellel on
potensiaalselt aslimmeetriline kataltitiline funktsioon. Selle siinteesimiseks kasutati
peptiidisiintees tahkel kandja meetodit. Slinteesis kasutatud tahkel kandjal oli 2-CI-Trt kloriid linker.
Molemad aminohapped, mis slinteesi kdigus tahkele kandjale lisati, olid Fmoc kaitsva riihmaga. XB-
doonorina lisati dipeptiidile tetrafluorojodobensoehape. Siintees oli edukas ning selle muutis
lihtsaks ja kiireks SPPS meetodi valik. Slinteesitud katallisaator oli XB-L-Phe-L-Val.
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Abstract

Organocatalysis, the use of small organic molecules to catalyze organic substances, is a new and
popular field in the domain of chiral molecules or enantioselective synthesis.’” Today,
organocatalysis ranges from the creation of complex molecular systems to its inclusion in technical
synthesis processes, especially in terms of environmentally friendly techniques.’® The use of
halogen bond (XB) for catalytic purposes has opened the door to the development of a new field of
organocatalysis, and more and more publications have addressed the catalytic applications of XBs.>
Decades after the first use of an amino acid as a catalyst, amino acids and simple peptides have
become an important subset of asymmetric catalysts. Today, amino acids and peptides of different
lengths are used as asymmetric catalysts. Catalysts containing a wider variety of both natural and
unnatural amino acids will undoubtedly be synthesized in the future. Advances in the design of
peptides with stable secondary and tertiary structures are introduced as new asymmetric
environments for reactive functionality.?’ Solid phase peptide synthesis (SPPS) has proven
invaluable for the successful construction of a variety of natural and modified peptide sequences.?
Nowadays most synthetic peptides are made with Fmoc SPPS. Fmoc SPPS is very widely applicable

and effective, but still has a long way to go to reach its full potential.?

In the present work, a modified dipeptide containing an XB-donor fragment was synthesized
because it has a potentially asymmetric catalytic function. Solid phase peptide synthesis method
was used to synthesize it. The resin used in the synthesis had a 2-ClI-Trt chloride linker. Both amino
acids, which were added to the resin during the synthesis, had an Fmoc protecting group.
Tetrafluoroiodobenzoic acid was added to the dipeptide as an XB donor. The synthesis was
successful and was made simple and fast by the choice of the SPPS method. The synthesized catalyst
was XB-L-Phe-L-Val.
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